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Resumo
O objetivo neste trabalho é divulgar os protocolos utilizados na Embrapa
Gado de Corte para a assepsia e micropropagação in vitro de explantes de
braquiária. Estes foram coletados in vivo para a cultura de tecidos, com a
finalidade de otimizar a micropropagação e a poliploidização de genótipos
diplóides.  A metodologia utilizada resultou na duplicação somática efetiva
de algumas plantas do gênero. O domínio dessas técnicas contribui extra-
ordinariamente para a economia de tempo e espaço em obter genótipos
valiosos ao programa de melhoramento da referida gramínea. Plantas
duplicadas permitirão o melhoramento intra-específico nesse gênero,
caracterizado por plantas apomíticas tetraplóides de grande importância
agronômica.
Termos para indexação: braquiária, cultivo in vitro, duplicação
cromossômica, melhoramento genético vegetal.
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Protocols for Meristem
Cleansing and Tissue
Culture in Brachiaria and
Best Treatment for
Chromosome Duplication
Abstract
This paper describes the protocols used by Embrapa Beef Cattle for the
cleansing and in vitro culture of Brachiaria spp. explants. These were
extracted from in vivo plants with the objective of optimizing micro
propagation and polyploidization of diploid genotypes. The methodology
used resulted in somatic duplication of the chromosome numbers in some
plants of this genus. The success of these techniques contributes
enormously to the economy in time and space needed to obtain valuable
genotypes for the breeding program. Duplicated plants will allow
intraspecific breeding in the genus characterized mostly by tetraploid
apomictic genotypes of considerable agronomic importance.
Index terms: Brachiaria, in vitro cultivated, double chromosome, plant
breeding.
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Introdução
Extensas pastagens de Brachiaria (Trin.) Griseb são a base da produção
animal no Brasil Central. Porém, por serem poucas as cultivares e de
reprodução apomítica (assexuada), na qual o embrião se desenvolve por
partenogênese, gerando uma planta idêntica à planta-mãe (Dusi; Willemse,
1999), a variabilidade genética é baixa, persistindo um alto risco de
ocorrência de pragas ou doenças. Para ampliar a base genética e permitir a
exploração de genótipos conservados pela apomixia em Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha, as duas espécies mais importantes
nesse contexto, é possível utilizar a sexualidade identificada em alguns
acessos em cruzamentos intra-específicos. Para isso, é necessário,
primeiramente, duplicar cromossomos dos acessos diplóides de reprodu-
ção sexual para igualar a ploidia com os acessos apomíticos tetraplóides.
Cruzamentos intra-específicos poderão gerar progênies híbridas com
características desejáveis, além de superar os problemas de esterilidade e
má produção de sementes que já foram verificados em híbridos
interespecíficos produzidos em um programa de melhoramento de
Brachiaria em andamento na Embrapa Gado de Corte desde o ano de 1988.
Em programas de melhoramento de plantas, a produção de poliplóides
artificiais para as mais diversas finalidades é de uso freqüente, sendo a
duplicação somática feita basicamente com a da utilização de uma subs-
tância antimitótica, dos quais a mais famosa é a colchicina. A aplicação
pode ser nas sementes, plantas jovens ou partes vegetativas com tecidos
meristemáticos ativos, como afilhos e estolhos, por exemplo. Para aumen-
tar a quantidade de plantas viáveis e assim proceder à duplicação
cromossômica, meristemas podem ser tratados diretamente em um meio
de cultura in vitro (Mello e Silva et al., 2000). Essa técnica pode solucionar
problemas práticos, como a manutenção de genótipos, multiplicação por
propagação vegetativa, conservação de germoplasma e outros. O cultivo
pode iniciar pela extração de qualquer parte da planta, como gemas, raízes,
protoplastos, ou embriões, colocada em um meio nutritivo sob condições
controladas e em recipiente asséptico (Pinheiro et al., 2000), e permite
produzir plantas isentas de patógenos. Para certas culturas, a técnica
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ainda não foi estabelecida satisfatoriamente. A micropropagação in vitro,
que visa multiplicar rapidamente genótipos promissores, torna os progra-
mas de melhoramento genético mais dinâmicos.
Rodrigues-Otubo et al. (2000) sugeriram a cultura de calos para regenerar
plantas diplóides de B. brizantha e B. decumbens com fins de duplicação do
número cromossômico. Isto pode viabilizar, de maneira eficiente, as
hibridações diretas entre os acessos dessas espécies.
Experimentos com cultura de tecidos envolvem processos laboriosos,
desde a coleta de explantes no campo até o controle da contaminação dos
meios, requerendo uma grande quantidade de material vegetal e um longo
período de tempo para aquisição de quantidade considerável de explantes.
Além disso, meios de cultura que induzam a multibrotação de meristemas
e, a seguir, o crescimento e enraizamento das plântulas, requerem testes
extensivos. Os objetivos neste trabalho foram: estabelecer protocolo de
assepsia para explantes de acessos de Brachiaria coletados no campo,
estabelecer um protocolo para cultura de tecidos no gênero e divulgar a
metodologia de duplicação cromossômica somática que resultou na
tetraploidização de plantas originalmente diplóides e de reprodução sexual.
Materiais
O trabalho foi conduzido nos Laboratórios de Biotecnologia Vegetal e de
Citogenética Vegetal da Embrapa Gado de Corte, unidade descentralizada
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa), Campo Gran-
de, MS.
Os materiais vegetais utilizados foram os acessos diplóides de reprodução
sexual de B. decumbens identificados sob os códigos D4, D5, D6, D18,
D24, D25, D27, D30, D35 e D40. As matrizes foram coletadas no campo
de germoplasma mantido na Embrapa Gado de Corte na forma de perfilhos.
Também foram feitos testes de cultivo in vitro de híbridos diplóides
sexuais entre B. decumbens e B. brizantha que foram produzidos nesse
Centro de Pesquisa, nos anos de 1992 (três plantas híbridas testadas) e
1996 (três plantas híbridas testadas).
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Metodologia
Cultivo de meristemas in vitro
Para melhor organizar os trabalhos de cultivo in vitro, é importante seguir
as etapas:
• Preparo de soluções-estoque (pesagem de sais, vitaminas e
fitorreguladores, diluições).
• Esterilização de materiais de uso na capela de fluxo laminar (pinças,
bisturis, vidros e outros) e assepsia da sala de fluxo laminar.
• Preparo e esterilização dos meios de cultura.
• Coleta, assepsia e extração de meristemas.
• Controle de contaminação dos explantes em meio de cultura.
Preparo de soluções-estoque
As substâncias e respectivas quantidades para preparo das soluções-
estoque (macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e fitorreguladores)
utilizadas nos meios de cultura encontram-se descritas nas Tabelas 1, 2, 3
e 4.  Para o preparo das soluções de micro e macronutrientes, os sais,
depois de pesados, devem ser colocados em um béquer seco,  adicionado-
se um pouco de água destilada para agitação e, depois de diluído, ajustado
o volume final em proveta (Fig. 1a). Todos os micronutrientes que com-
põem a solução G (Tabela 2), depois de pesados, são estocados juntos, em
um único recipiente. As soluções-estoque devem ser mantidas em refrige-
rador até sua utilização. Para o preparo de 100 mL, 200 mL, 250 mL ou
500 mL de soluções-estoque, dependendo da demanda do trabalho, faz-se
um ajuste das quantidades por meio de regras de três.
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Tabela 1. Concentração de substâncias para solução-estoque de macronutrientes
(soluções A, B, C, D, E, F) para meios de cultura vegetal, segundo Linsmaier e
Skoog (1965).
Sais 
Concentração 
(g/L) 
A – NH4NO3 (nitrato de amônio) 165 
B – KNO3  (nitrato de potássio) 190 
C – CaCl2.2H2O (cloreto de cálcio) 44 
D – MgSO4.7H2O (sulfato de magnésio) 37 
E – KH2.PO4.7H2O (fosfato de potássio) 17 
F – FeSO4.7H2O(1) (sulfato ferroso)  2,78 
Na2EDTA.2H2O (sódio EDTA) 3,72 
(1) Preparar essa solução sob aquecimento; depois acrescentar a diluição do Na2EDTA.2H2O e ajustá-la ao
volume final.
Tabela 2. Concentração de substâncias na solução-estoque de micronutrientes
(solução G) para meios de cultura vegetal segundo Linsmaier e Skoog (1965).
Sais 
Concentração 
(mg/L) 
1(1) – CoCl2.6H2O (cloreto de cobalto) 0,025 
2(1) – CuSO4.5H2O (sulfato de cobre) 0,025 
3 – H3BO3 (ácido bórico) 6,2 
4 – KI (iodeto de potássio) 0,83 
5 – MnSO4.4H2O (sulfato de manganês) 22,3 
6 – Na2MoO4.2H2O (molibdato de sódio) 0,25 
7 – ZnSO4.7H2O (sulfato de zinco) 8,6 
(1) 1 e 2: Fazer dois subestoques: 0,005 g em 100 mL ® depois agitar bem e pipetar: 10 mL de cada uma
das soluções no estoque de 200 mL com os demais sais, 12,5 mL no estoque de 250 mL com os
demais sais ou 25 mL no estoque de 500 mL com os demais sais.
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Tabela 3. Preparo de solução-estoque de vitaminas de MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e LS (LINSMAIER; SKOOG, 1965) para meios de cultura
vegetal.
Quantidade das vitaminas Volume das soluções-estoque 
Ácido nicotínico: 0,010 g 200 mL 
Piridoxina: 0,01 g 200 mL 
Mioinositol (ou inositol): 0,01 g 100 mL 
Tiamina: 0,01 g 200 mL (para o meio MS) 
Tiamina: 0,0004 g 50 mL (para o meio LS) 
Tabela 4. Preparo de solução-estoque de hormônios para meios de cultura
vegetal. 
Soluções-estoque de fitorreguladores(1) – todos: 0,001 g/L 
KIN (cinetina) 
ANA (ácido naftaleno acético) 
BAP (benzilaminopurina) 
 (1) Estas soluções não diluem facilmente; é necessário pesar 0,02 g de cada hormônio, adicionar um
pouco de água e dissolvê-los com algumas gotas de NaOH 1M, agitando sempre. Depois de dissolvido,
acrescentar água destilada até o volume final de 20 mL e armazenar em geladeira, no escuro.
Esterilização de materiais de uso rotineiro
Os materiais utilizados para extração, como placas de Petri, pinças,
bisturis, os vidros com tampa para colocar as soluções de assepsia e a
água destilada devem ser autoclavados, para minimizar os riscos de
contaminação (Fig. 1b). E devem ser usados sempre na capela de fluxo
laminar também asséptica.
Preparo de meio LS para multibrotação
O meio de cultura LS (LINSMAIER; SKOOG, 1965) adaptado por Pinheiro
(1996), para induzir a multibrotação dos meristemas (Fig. 1c, 1d, 1e), é
preparado com a seguinte composição:
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Para fazer 1 litro de meio de cultura LS:
• Sacarose: 20 g
• Caseína: 0,1 g
• Sais: soluções-estoque de macronutrientes A, B, C, D, E, F: 10 mL cada;
solução G (micronutrientes): 10 mL
• Vitaminas de LS: tiamina (1mL) e mioinositol (10mL)
• Fitorreguladores(1): ANA: 1mL, KIN: 3mL, BAP: 3 mL
• pH: 5,7-5,8; ajustado no pHmetro com NaOH 0,1 N.
(1)A composição dos fitorreguladores foi modificada especialmente para B. decumbens.
Por fim, após acrescentar o ágar (9 g), a mistura é levada ao microondas e
fervida por cerca de nove minutos ou até levantar bolhas na superfície.
Depois, é distribuída, ainda quente, nos vidros, imediatamente tampados e
embalados com filme de plástico para serem autoclavados por 18 minutos.
Depois de autoclavados, os vidros contendo os meios de cultura são
armazenados em refrigerador até serem utilizados. Para cada litro de meio
LS preparado, é possível distribuí-lo em cerca de 40 vidros de 100 mL (Fig.
1c).
Preparo de meio MS para crescimento e enraizamento dos
brotos
O meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962, modificado) (Fig. 1f,
1g, 1h) é preparado como descrito a seguir:
Para 1 litro de meio de cultura MS:
• Sacarose: 45 g
• Sais: soluções-estoque de macronutrientes A, B, C, D, E, F: 10 ml cada;
solução G (micronutrientes): 5 ml
• Vitaminas de MS: ácido nicotínico (10 mL), piridoxina (10 mL), tiamina
(10 mL)
• Inositol: 10 mL
• Hormônio ANA: 1mL
• pH: 5,7-5,8 ajustado no pHmetro com NaOH 0,1N.
Após acrescentar o ágar (9g), a mistura levada ao microondas é aquecida
em potência máxima por cerca de nove minutos ou até levantar bolhas na
superfície. Depois é distribuída, ainda quente, nos tubos de ensaio, tampa-
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dos e embalados com filme de plástico (Fig. 1f) para serem autoclavadas
por 18 minutos. É preferível deixar solidificar em posição inclinada e à
temperatura ambiente, após autoclavar. Após a solidificação dentro dos
tubos de ensaio, estes são mantidos em refrigerador até serem utilizados.
Fig. 1. a) Preparo de soluções-estoque de sais, hormônios e vitaminas para os meios
de cultura vegetal; b) materiais de uso rotineiro para extração de meristemas; c)
meio LS (LINSMAIER; SKOOG) distribuído nos frascos antes de ser utilizado; d)
explantes em meio LS antes do tratamento com colchicina; e) multibrotação dos
brotos em meio LS; f) meio MS (MURASHIGE; SKOOG) distribuído nos tubos de
ensaio antes de ser utilizado; g) plântulas em meio MS para crescimento e
enraizamento; h) mostra do segmento basal (seta) usado como explante para ser
submetido ao meio LS com colchicina.
Fotos: Carine Simioni
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Coleta, assepsia e extração de explantes
A coleta, assepsia, extração dos explantes de Brachiaria e demais procedi-
mentos seguem as seguintes etapas:
No campo: coleta de hastes das plantas contendo as gemas laterais (Fig. 2
a, 2b).
Em laboratório: segmentos dos caules contendo as gemas laterais são
cortados (Fig. 2c) e, logo após, lavados com detergente neutro e enxagua-
do com água destilada. Se as hastes estiverem muito contaminadas com
terra vinda do campo, estas são limpas com uma escova macia para
eliminar o excesso de sujeira.
Fig. 2. a) Caule das plantas de Brachiaria decumbens contendo as gemas laterais (as
setas indicam os pontos do corte para a coleta dos meristemas); b) meristema
lateral; c) gemas laterais cortadas antes da extração dos meristemas.
Fotos: Carine Simioni
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Na câmara de fluxo laminar: primeiramente, as gemas laterais dos caules
das plantas contendo os explantes são submetidas às seguintes soluções
para limpeza (Fig. 3a):
• Explantes mantidos por 2 minutos em etanol 70%.
• Explantes mantidos por 20 minutos em hipoclorito 50%.
• Três lavagens com água destilada autoclavada.
• Explantes mantidos por 2 minutos em etanol 70%.
• Explantes mantidos por 10 minutos em hipoclorito 10%.
• Três lavagens com água destilada autoclavada.
Fig. 3. Vidros contendo as soluções de assepsia das gemas laterais de Brachiaria
decumbens.
Foto: Carine Simioni
Os explantes contendo os meristemas permanecem no vidro da última
lavagem com água destilada autoclavada e imediatamente inicia-se a
extração, sob microscópio estereoscópico dentro da câmara de fluxo
laminar. Cada meristema extraído deve ser imediatamente inoculado nos
vidros fechados com filme de plástico contendo o meio de cultura LS
(LINSMAIER; SKOOG, 1965) (Fig. 4). Em cada vidro são colocados cinco
meristemas.
Após o crescimento, os meristemas multibrotados (Fig. 1e) devem ser
repicados em câmara asséptica com bisturi e lâminas esterilizadas e
imediatamente transferidos para tubos de ensaio contendo meio MS para o
crescimento e enraizamento (Fig. 1f, 1g, 1h).
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Na câmara de germinação: os meristemas, brotos e plântulas antes,
durante e após o tratamento com colchicina, tanto no meio LS quanto no
meio MS, são cultivados sob uma temperatura de 23ºC com fornecimento
de luz artificial por meio de lâmpadas fluorescentes acopladas à câmara de
germinação, totalizando um fotoperíodo de 16 horas-luz (Fig. 5).
Controle de contaminação: é importante verificar as condições dos
explantes dentro dos meios de cultura diariamente. Para manter a limpeza
e assepsia, verificam-se os vidros e tubos de ensaio que estão contamina-
dos com fungos e bactérias. Estes devem ser levados à câmara de fluxo
laminar e os explantes não atingidos pela contaminação devem ser removi-
Fig. 4. a,b) Materiais utilizados para a extração dos meristemas sob lupa; c)
meristema extraído sob microscópio estereoscópico; d) meristemas em meio LS
(LINSMAIER; SKOOG) antes de serem colocados na câmara de germinação.
Fotos: Carine Simioni
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dos e transferidos, utilizando vidros e tubos de ensaio com meios de
cultura novos. Vidros e tubos de ensaio contaminados devem ser descarta-
dos e autoclavados para eliminar os microorganismos antes de serem
lavados em água corrente e sabão. Quando a contaminação é por fungos,
descartam-se todos os explantes, mesmo os que não foram atingidos
visualmente pelos microorganismos (Fig. 6).
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Fig. 5. Cultivo de meristemas de
Brachiaria decumbens, brotos e
plântulas em câmara de germinação.
Fig. 6. Explante contaminado
por bactéria (seta).
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Fig. 7. a) Solução de colchicina sendo adicionada ao meio LS (LINSMAIER; SKOOG)
com o auxílio de um filtro milipore estéril de 0,45 ìm de espessura do poro; b,c)
meristemas em meio LS suplementado com colchicina.
Fotos: Carine Simioni
Preparo da solução de colchicina e sua aplicação para
duplicação somática de cromossomos e pós-tratamento
Após cerca de 30 dias (período variável conforme os genótipos), os brotos
produzidos no meio MS são individualizados (sempre na câmara de fluxo
laminar) e a duplicação do número cromossômico deve ser realizada a
partir do segmento basal dos explantes enraizados (Fig. 1h), inoculados em
meio LS suplementados com colchicina (Fig. 7). Um experimento anterior
conduzido por Pinheiro et al. (2000), testando protocolos para duplicação
do número cromossômico em B. brizantha, com a aplicação de colchicina
em explantes cultivados in vitro, demonstrou que a eficiência da duplicação
depende da concentração e do tempo de exposição dos explantes à droga.
Nesse experimento, no tratamento com os melhores resultados obtidos
pelos autores, foi utilizado: 0,01% de colchicina por 48 horas.
A solução-estoque contendo colchicina nessa concentração é feita pesan-
do-se 0,1 g em 10 mL de água destilada autoclavada. Essa solução fica no
refrigerador até sua utilização.
A cada 100 mL de meio LS preparado para receber o antimitótico, 1 mL da
solução-estoque é adicionado com uma seringa estéril e descartável,
utilizando um filtro milipore também estéril, com 0,45 ìm de espessura do
poro (Fig. 7a), em câmara de fluxo laminar.
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As concentrações das substâncias necessárias para fazer 100 mL de
meio LS estão descritas a seguir:
Para fazer 100 mL de meio de cultura LS:
• Sacarose: 2 g
• Caseína: 0,01 g
• Sais: soluções-estoque de macronutrientes A, B, C, D, E, F: 1 mL cada;
solução G (micronutrientes): 1 mL
• Vitaminas de LS: tiamina (0,1 mL) e mioinositol (1 mL.
• Hormônios*: ANA: 0,1mL; KIN: 0,3 mL; BAP: 0,3 mL
• pH: 5,7-5,8; ajustado no pHmetro com NaOH 0,1 N.
Depois, é acrescentado o ágar (0,9 g) e a mistura é levada ao microondas
(deixar ferver por aproximadamente 2 minutos).
Os 100 mL de meio contendo o antimitótico podem ser distribuídos em
cinco placas de Petri autoclavadas onde serão colocados os meristemas
basais para submetê-los ao tratamento (Fig. 7b, 7c).
Após 48 horas de inoculação em meio suplementado com a solução de
colchicina, os segmentos basais (meristemas) tratados voltam ao meio de
cultura LS sem colchicina, para a multibrotação. Embora seja um
antimitótico de baixa toxicidade, o tratamento com essa droga leva grande
quantidade de explantes à necrose. Por isso, o grande cuidado com a
manipulação. Mesmo assim, ocorrem muitas perdas.
Os explantes sobreviventes em meio LS são repicados novamente para o
meio de enraizamento (MS) e os que alcançam bom desenvolvimento são
transferidos para copinhos de plástico com vermiculita e areia, na propor-
ção 3:1 para a aclimatação, e depois as plantas são transferidas para
vasos com terra.
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Comentários finais
A metodologia utilizada para assepsia de explantes de plantas de
braquiária, tanto para B. decumbens quanto para os híbridos testados,
encontra-se definida.
O protocolo de composição e preparo de meio de multibrotação (LS)
mostrou-se eficiente para sua utilização nos acessos de B. decumbens e
nas plantas híbridas avaliadas. Porém, por causa das diferenças
genotípicas e ambientais, alguns se mostraram mais responsivos que
outros, produzindo um grande número de brotos a partir de um único
meristema cultivado, como foi o caso do D24.
O meio MS de crescimento e enraizamento mostrou-se eficiente. Em
menos de 30 dias, foi possível observar um forte enraizamento na maioria
das plantas, indicando ser o período ideal para retirá-los dos tubos de
ensaio e proceder à continuidade do experimento.
Após a superação das dificuldades inerentes à primeira etapa de experi-
mentos envolvendo cultura de tecidos in vitro, devem ser definidas as
próximas etapas. No trabalho conduzido por Simioni e Valle (2005, 2006a,
2006b), cujo objetivo foi a duplicação do número cromossômico de B.
decumbens diplóide de reprodução sexual, sua continuidade baseou-se nas
avaliações das plantas que sobreviveram ao tratamento com colchicina.
Estas consistiram na confirmação da duplicação cromossômica em análi-
ses de pontas de raiz (mitose) e em anteras (meiose), na avaliação do
modo de reprodução, no comportamento meiótico e na viabilidade do pólen
para estudos de fertilidade.  Estes estudos constituíram a base para os
cruzamentos feitos entre as plantas tetraploidizadas, que serviram de
genitores femininos (fonte de variabilidade genética) em cruzamentos com
acessos apomíticos doadores de pólen (Simioni; Valle, 2008). Esses
cruzamentos têm como objetivo produzir progênies híbridas intra-específi-
cas com maior variabilidade genética, que fixem genótipos superiores por
meio da apomixia e que produzam boa quantidade de sementes viáveis.
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